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(g) Verfahren zur Inakttvierung von Prlonen. 



(sf. 



Es sollen Prionen, Viren und andere infektiose Agentien, die in bidogischen Oder biogenen 
Materialien, z.B. in einem Plasma oder Serum, aus dem Albumin gewonnen wird, vorhanden sind, 
ellmlnlert werden, ohne das bidogische Material zu beeintrachtigen. Dazu wind das bldogteche oder 
bioqene Material erfindungsgemaB mit einem chaotropen Reagens, z.B. mit HarnstofT oder Natnummio- 
cyanat, etwa 18 Stunden behandelt. Zuvor kann ein Detergens, z.B. Natriumlaurylsulfat, sowie methyl- 
oder Ethyialkohol zugesetzt werden und die Losung etwa 30 min auf etwa 70°C erhitzt werden. Nacn 
AbkiJhlung und Ansauern lassen sich die Globuline abtrennen. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Inaktivierung von Prionen, Viren und anderen infek- 
tiosen Agentien (z.B. Bakterien) in biologischen oder biogenen Materialien, insbesondere in einem als Aus- 
gangsmaterial fur Albumin geeigneten Plasma oder Serum. 

Durch das Verfahren gem§& der vorliegenden Erfindung sollen also bel der Darstellung von Proteinen, 
5 insbesondere Serumalbuminen, eventuell vorhandene Prionen, Bakterien u. Viren zuverlassig inakliviert wer- 
den. . 

Bei der Herstellung von Proteinen aus tierischem (oder auch menschlichem) Material ist immer die Gefahr 
der Verunreinigung mit infektidsen Partikeln gegeben, welche im Ausgangsmaterial zugegen waren. Ein tra- 
gisches Beispierderjungsten Vergangenheit stellt die Infektion vieler Menschen mit HIV-Viren, den Erregern 
10 von AIDS, dar. welche durch die Verabreichung von Blutderivaten an z. B. Bluter erfolgte. Dies geschah vor 
allem vor der Entdeckung des AIDS-Erregers; seither erfolgt die Oberwachung der Blutspender, das soge- 
nannte ■screening", und aufcerdem suchen die Hersteller Verfahren, die eventuell trotzdem Im Spenderblut auf- 
tretende HIV- Viren wahrend der Reinigung der Serumproteine und der Endkonfektionierung derTherapeutika 
eliminieren. 

15 Je mehr uber die Natur des Erregers einer Krankheit bekannt ist, desto ieichter und schneller konnen Ver- 
fahren zu seiner Zerstorung entwickelt werden. Fur die (historisch gesehen) ersten infektidsen Partikel, die 
Bakterien, gibt es daher seit Jahrzehnten anerkannte Verfahren, die allesamt zum Stand der Technik gehoren 
(Dampfsterilisation, Trockensterilisation, Pasteurisieren. Steril-Filtration, Ethyienoxid, Strahlungsinaktivie- 
rung, etc.). 

20 Fur die Viren, eine weitere Erregergruppe, die erst im 20. Jahrhundert entdeckt wurde. gibt es ebenfalls 
Verfahren zur Eliminierung, doch sind diese speztf ischer auf die Art des Erregers abzustimmen. Wahrend fur 
manchen Viren eine pH-Wert-Absenkung auf 4 zur vollstandigen Zerstfirung genQgt, werden andere Arten erst 
durch organische Lfisungsmittel in hoher Konzentration inaktivierL 

Seit einigen Jahren erscheint nun eine neue Gruppe von Krankheitserregern, die sogar das zentrale Dog- 

25 ma der Molekularbiologie in Frage zu stellen scheint, zunehmend in wissenschaftlichen Publikationen: die 
Prionen. manchmal auch als unkonventionelie Viren oder "slow virus" bezeichnet. Uber ihre stoffliche Natur 
herrscht nocht Uneinigkeit: wahrend ein Teil der Wissenschaftler sie fur extrem kleine Viren, d. h. ein kleines 
Stuck Nukleinsaure mit einigen Hullproteinen, halt, zieht ein zunehmend gro&erer Teil aus dem Fehlen des 
Nachweises irgendeiner Nukleinsaure sowie aus vielen anderen Befunden den revolutionaren SchluB, daSes 

30 sich hiebei urn infektioses Protein ohne DNAoder RNA handelt Dies ware der erste Widerspruch zum Dogma, 
dafc zur Vervielfaltigung von infektiosen Partikeln Nukleinsauren (genetisches Material) notwendig sind. 

Herrscht uber die Natur der Prionen noch UnWarheit, so sind doch einige Krankheiten bekannt, die Men- 
schen oderTiere befallen und gegen die es kelne Behandlungsmoglichkeiten gibt, die also immer tddlich enden. 
Da es sich hiebei urn Infektionskrankheiten handelt, deren Inkubationszeit bis zu 30 Jahre betragt, ist das Un- 

35 behagen bei Forschern und Hersteilern von Therapeutika sehr hoch, aber auch zunehmend beim Konsumen- 
ten: Eine dieser Krankheiten ist namlich BSE (Bovine Spongiphorme Encephalopathies, die ratselhafte eng- 
lische Rinderseuche. Eine weitere, sehr aTmliche Krankheit ist SCRAPIE bei Schaf und Ziege (vielleicht der 
Ursprung der jetzigen BSE-Epidemie). 

Bei Menschen sind es KURU, eine Krankheit. die bei rituellen Kannibalen in Papua-Neuguinea auf tritt, das 

40 Jakob-Creutzfeldt Syndrom sowie das Gerstmann-Straussler Syndrom. Es bestehen jedoch auffallende Ahn- 
lichkeiten mit der Alzheimer' schen Krankheit, und damit ware der Kreis der exotischen Krankheiten (mit Auf- 
trittswahrscheinlichkeiten von 1:1 Million) verlassen. 

Es gibt Hinweise, da& BSE durch die Verfutterung von Tiermehl aus Tierkdrperverwertungsanstalten, die 
auch an Scrapie leldende Schafe entsorgten, In England epldemisch wurde. Leiderglbt es auch eine Entspre- 

45 chung beim Menschen: bei der Herstellung von menschlichem Wachstumshormon aus menschlichen Hypo- 
physen (aus Obduktionsmaterial) gelangten Erreger des Creutzfeldt-Jakob Syndroms in eine Charge eines 
Herstellers; mehrere Falle dieser Krankheit sind bereits bei Empfangern dieser Hormoncharge aufgetreten, 
und zwar bei Jugendlichen, wiewohl sie sonst bei Menschen uber 50 auf tritt. 

Dies mdge genugen, die potentielle Gefahrdung aufzuzeigen, die aus diesem neuen Formenkreis von 

so Krankheiten kommt Erschwert wird die Beurteilung der Gefahrdung ebenso wie die Behandlung durch die ge- 
ringe Kenntnis dieser neuen Erreger, der Prionen: es scheint, dafc sie wenig oder keine Nukleinsaure besitzen 
und da& ihr Prion-Protein von einem Wirtsgen kodiert und sp§ter pathogen verandert wird. AuOerdem verur- 
sachen Prionen keine Immunantwort wie Antikfirperbildung, was die Diagnostik sehr erschwert 

Versucht man nun, Prionen zu zerstSren, so ergibt sich ein weiteres Problem: sie sind extrem widerstands- 

55 fahig gegen alle physikaiischen und chemischen Methoden; bisher ist nur bekannt, daR sie durch Behandlung 
mit konzentrierten Mineralsauren oder Uugen, am besten bei hoher Temperatur.durch Behandlung mit Hypo- 
chlorit-Lauge oder durch Temperaturen von uber 150°C eliminiert werden; es ist War, daft derart extreme Be- 
dingungen jedes biologische Therapeutikum sofbrt zerstdren oder zumindest unwirksam machen. 
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Bisher wurde versucht, das Ausgangsmaterial aus Gegenden zu beziehen, in denen die oben erwahnten 
Seuchen bisher nicht aufgetreten sind, urn prionfreies bidogisches Material herzustellen. Bedenktman jedoch 
die extrem tange Inkubattonszeit von bis zu 30 Jahren, scheint diese Vorgangsweise sehr gefahrlich. Durch 
das Screening des Ausgangsmaterials lassen sich Prionen nicht zuverlassig feststellen, weil - wie bereits er- 
wahnt - keine Immunreaktion auftritt. Da der biologische Test (Injektion des fragiichen Materials in die Gehirne 
von Mausen, Warten auf pathologisches Verhalten, Tod der Tiere. Bestatigung durch molekularbiologische und 
histoiogische Befunde sowie durch neuerliche Injektion in Mausegerhirne) ca. 14 Monate dauert und extrem 
auf wendig ist, signet er sich weder fur die Kontrolle des Ausgangsmaterials noch fur die Chargenuberprufung 
fertiger Arzneimittel. er kann nur zur Validierung neuer Herstellungsverfahren (nach Zusatz von Prionen) die- 
nen. Dies muB unter groBten Sicherheitsvorkehrungen in speziellen Labors geschehen, in denen auch die Ver- 
suchstiere gehalten und untersucht werden (P 3-Zonen). 

Es ist daher Aufgabe der vorllegenden Erf indung, ein Verfahren zu schaffen, das eventuell vorhandene 
Prionen in biologischem oder biogenem Material zuver lassig eliminiert, ohne dieses Material zu zerstoren, und 
das auch alle bekannten Gruppen von Viren zerstort. 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren dereingangs genannten Art erfindungsgemaB dadurch gelost, 
dad man dieses Material mit einem chaotropen Reagens mindestens 12, vorzugsweise 1 8 Stunden behandelt. 

Es wurde namlich im Rahmen dervorliegenden Erf indung uberraschend gefunden, daB sich Prionen durch 
eine langere Behandlung mit einem chaotropen Reagens eliminieren lassen, und zwar bei normaler Raum- 
temperatur (20 - 25°C). Durch eine derartige Behandlung werden biologische Materialien wie z. B. Albumine 
nicht beeintrachtigt. Auch Viren und Bakterien werden dadurch zuverlassig eliminiert. 

Als chaotrapes Reagens wird vorzugsweise Harnstof f in einer Konzentration von 6 - 8 molar, bezogen auf 
die Gesamtmenge, oder Natriumthlocyanat in einer Konzentration von 1 - 2 molar, bezogen auf die Gesamt- 
menge, eingesetzt. Es kann nach der Behandlung durch Dialyse, Diafiltration oder 
Geipermeationschromatographie entfernt werden. 

Urn die Zuverlassigkeit der Eliminierung der Erregerzu erhohen, wird bevorzugt, daB man das biologische 
oder biogene Material vor der Behandlung mit dem chaotropen Reagens - gegebenenfalls nach Verdunnung 
mit pyrogenfreiem, sterilem Wasser- auf einen pH-Wert von etwa 6,5 einstellt und etwa 1 g/l eines Detergens. 
insbesondere eines anionischen Detergens, zusetzt Als Detergens kann ein Alkylsulfat oder ein Derivat davon, 
vorzugsweise Natriumlaurylsulfat, und/oderein Sarcosinat vorzugsweise Natriunv(N-lauroylsarcosinat) und- 
/oder ein Alkylsulfonat oder ein Derivat davon eingesetzt werden. Den pH-Wert stellt man zweckmaBigerweise 
durch Zugabe verdunnter Salzsaure ein. 

Vorzugsweise setzt man zusatzlich zu dem Detergens 8-10 Vol.-% Methyl- oder Ethylalkohol zu. 
SchlieBlich ist es gunstig, wenn man nach Zufugen des Detergens und gegebenenfalls des Methyl- oder 
Ethylalkohols das biologische oder biogene Material unter Ruhren langsam auf etwa 70°C erhitzt und bei dieser 
Temperatur mindestens 15, vorzugsweise etwa 30 min weiter ruhrt, wonach man es rasch abkuhlt, auf einen 
pH von 4 bis 4,2 ansauert und die ausgefallten Globuline abtrennt 

Im Rahmen der vorliegenden Erf indung wird Rinderserumalbumin (BSA) als Beispiel gewahlt. weil es in 
groBen Mengen verwendet wird, die Rohstoffquelle "Rind" durch BSE gefahrdet ist und weil auBerdem das 
menschliche Analoge, Humanes Serum Albumin (HSA), ein sehr wichtiges Therapeutikum ist. Das Verfahren 
laBt sich direkt ohne Abanderung auf die HSA-Gewinnung ubertragen; auf andere Proteine tierischen oder 
menschlichen Ursprungs kann es modifiziert werden. 

Das erfindungsgema&e Verfahren - angewendet auf BSA - kann wie fdgt zusammengefafit werden: 
Das Plasma oder Serum, aus dem BSA oder HSAgewonnen wird, wird nach Verdunnung mit Wasser, An- 
derung des pH-Wertes auf 6,5 und Zusatz von Ethyl- oder Methylalkohol bei einer Temperatur von 70°C 30 
min lang in Gegenwart eines starken Tensides, vorzugsweise Natriumlaurylsulfat (Dodecyisulfat Natriumsalz) 
oder eines Analogen, Natrium-(N-lauroylsarcosinat) oder von anderen Analogen geruhrL Danach wird rasch 
abgekuhlt, der pH auf 4,0 bis 4,2 eingestellt, die gefallten Globuline werden entfernt und die Ware Losung wird 
neutralisiert. Danach wird ein stark chaotrapes Reagens in hoher Konzentration zugegeben, vorzugsweise 6 
- 8 molarer Harnstof f oder 1 - 2 molares Natriumthiocyanat, die Losung 16 Stunden bei Raumtemperatur be- 
lassen und danach das Reagens entfernt vorzugsweise durch Chromatographic aber auch Dialyse oder Dia- 
ffltration sind mfiglich. Die entsalzte Losung wird dann aufkonzentriert, eventuell mitZusatzen versehen, und 
dann entweder steriifiltriert und steril abgefullt oder getrocknet, insbesondere durch Gefriertrocknung. Eine 
thermische Nachbehandlung der L6sung ("Pasteurisieren" in Gegenwart von Stabilisatoren) oder des Pulvers 
(Dampf injektion) kann angeschlossen werden. 

Statt Serum oder Plasma kann jedes andere Ausgangsmaterial, in dem sich Albumin befindet, verwendet 
werden, etwa Placentalblut, Fraktionen der Plasmafraktionierung nach Cohn, etc. 

Die Wirksamkeit wurde im bidogischen Modell durch Zugabe von Scrapie-Prionen zum Ausgangsplasma 
und Injektion der Albuminldsung in die Gehirne von Mausen nachgewiesen, sowie durch die Zugabe hoher 
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KOnzentrationen konventioneller Viren wie Bovine Viral Diarrhoea (BVD), Infektiose ^ MuMtaM 
(IBR) Parainfluenza 3, Maul- und Mauenseuche, Maedl-V.sna Virus und Parapox Virus des Schafes (ORF). 
Die so behandelten Albuminldsungen waren autostart, was die Zerstorung von Baktenen bewest 

Im einzelnen wurde dabei wie folgt vorgegangen: 
3 g getrocknetes Rinderplasma (entsprechend 2 g Protein) wurden in 35 ml des.Biertem, stenlem Was- 
ser gelost .4 ml absolutiertes Ethanol wurden zugegeben. Der pH-Wert wurde mit verdunnter Salzsaure ^auf 
6,5 eingestellt 45 mg (= 0,1 %) Natriumlaurylsulfat (mindestens 95 % rem) wurden aufgelost. Insgesamt er- 
gaben sich 44 ml Gesamtvolumen. v^,,^„*»i il .ioin«« 

Unter den notwendigen Sicherheitsvorkehrungen (P 3-Ubor. Lam.nar Flow Hood ...) wurten 225 ^en nes 
10 20%igen Scrapie-Hirn-Homogenisates (Titer 2.10* LD«/g) zugegeben und homogen.s.ert, oder es v^rde £ W- 
Z zugegeben daren Art und Konzantration in Tab. 1 angegeben sind. Die LSsung wurde , ,n «" Vtessartad 
m,t 70-C gestellt; nach 10 mln hatte der Inhatt ebenfalls 70«C, daraufhln wurde dto Bahandlung , nooh ! 0 mh 
tbrtgeaetztNachJewellslOmlnw^^ 

wuSe die Probe auf Els gestellt und abgekuhlt Die kalte Losung wurde mit 200 ul Salzsaure auf pH 4,2 ge- 
15 bracht und nochmals homogenisiert ^u*Annr\^\ k<.i 

Die Entfernung der gefallten Globuline erfolgte bei 6000 Umdrehungen pro M,nute (enfepreht 4000 g) be. 
4°C wahrend 10 min. Der Ware Oberstand wurde durch Abdekantieren gewonnen; er war reme Rmderalbumm- 

^XetisTg w^roelrch Zugabe von 250 ul einer Natronlaugelosung neutral isiert (pH 7,0). Danach wur- 
a> den 15 g Harnstoff zugegeben. woduroh sich das Volumen auf 30 ^ f0 ^:^^ 
tration von 8 molar ergab. Diese Losung wurde 16 Stunden bei Raumtemperatur (21'C) belassen. 

Zur Entfernung des Harnstoffes wurde das Verfahren der Gelpermeations-Chromatograph te verwendeL 
5 g Sephadex G 50 (Fa. Pharmacia.Uppsala) wurden in 500 ml sterilem destil.iertem Wasser erhitzt 
und Ober Nacht stehengelassen. Das gequollene Gel wurde in eine Acrylglas-SSule mit 5 cm D^messer 
2S IsOcmHohegefulltundmitsterilemde^M 

30 ml derobigen Losung wurden aufgetragen. danach wurde mit 100 m. ^^S!S^£Si 
tionen wurden wie folgt vereinigt: 50 + 40 ml. Danach war kein Prote.n mehr .m Eluat feststellbar. Die 90 ml 

wurden lyophilisiert und ergaben 0.7 g Rinderserum-Albumin. 

Alternativ wurde der Harnstoff in einigen Experimenten mittels Diaf iltrat.on ,n e.nem Arrncon S-1 ModuL 
30 cut-off 10.000 d. entfernL Dabei wurde mit etwa 1000 ml dest. Wasser diafiltriert und anschl.e&end auf ca. 50 
ml auf konzentriert, danach lyophilisiert. Biologische Testung auf Scrapie/BSE: 

Dieses Albumin wurde in 3 ml physiologischer Kochsalziosung gelost und in aliquoten Mengen von 20 
Mausen in jeweils eine HirnhSlfte injiziert. Gesamtzahl der Mause: 136. Die verwendeten Mause waren vom 
Stamrn C5T/B1 6 

35 Als Positivkontrolle diente eine VerdOnnungsreihe des Scrapie-lnoculums (s o.*10» UWg). 8 VerdOn- 
nungsstufen. Als Negativkontrdle diente Rinderserumalbumin, das wie oben, jedoch ohne Scrapie-lnoculum 

hergestelltworden war. 

Allelnokulationenerfolgtenanjeweils12Tieren.d.h.in12facherWiederholung. 

Als Ergebnis zeigte sich, daB der T.ter in der Positivkontrolle bestatigt warden konnte. wahrend weder in 

40 der Negativkontrolle noch in der Versuchsgruppe das Krankheitsbild oder Todesfalle auftraten. 



Bioloaische Testung im Fall der konventioneilen Viren: 

Das BSA wurde in Zellkulturmedium aufgelost Dieses Medium diente als NShrmed.um fur Saugetierzel- 
len. welche fur das jeweilige Wus als Wirtazellen dienen kfinnen (siehe Tabelle > 1). 

Positive (Vlrusstammlosung) und negative (nur Medium) Versuche sowle Tests auf unspezifische 
46 cvtooathogenitat von Albumin vervollstandigten diese Tests. 

Dte Abtotungsraten sind in Tabelle 1 angegeben und waren in alien Fallen durch d,e Ausgangsfter be- 



grenzt. 



50 
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Tabelle 1 



virus Ausgangskonz. Wirts- Oberleb. Viren Abt6trate 

5 TC1D zelle 

BVD IxlO 8 0 2,5xl0 6 

Stanm "Singer", pass. 9 

10 XBR l,8xl0 6 0 7 x 104 

Stanm "ames", pass. 18 

PI 3 80 HTH units 0 

Stanm "Freistadf , pass. 78 

MKS 2 x 10 7 0 1 x 10 6 

O 1 BFS 1860, pass. 5 

MvV 1.2xl0 9 WSCP 0 2,9xl0 6 



20 



25 



30 



(ATCC-VR-779) 
ORF 

(Dept. of Path., Univ. Glasgow) 



ORF 2xl0 9 PAL-6 0 3,4xl0 6 



Die Aquivalenz von N-Lauroylsarcosinat mit Laurylsulfat als Detergens bei der Darstellung von Albumin 
aus Plasma wurde in einem ahnlichen Versuch, jedoch ohne Zugabe von infektiosem Matenal geze.gt; d.e ge- 
messenen Parameter waren Ausbeute und Proteinreinheit(bei beiden Detergenfen uber 98 %). 

DieAquivalenzvon Harnstoff und 
von Ribonukleoprotein-Partikeln von Influenzaviren (einem Model! fur Nuideinsaure-Protem-Wechselwirkun- 
gen) und bei der Aufhebung von Affinitatsbindungen, wie z. B. bei Gelatin-Fibronectin, erprobt und nachge- 
wiesen. 
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Patentanspruche 

1 verfahrenzur Inaktivierung von Prionen, Viren und anderen infektiosen Agentien in biologischen oderbio- 
genen Materialien. insbesondere in einem als Ausgangsmaterial fur Albumin geeigneten Plasma Oder Se- 
rum, dadurch gekennzeichnet. daB man dieses Material mil einem chaotropen Reagens m.ndestens 12. 
vorzugsweise 18 Stunden behandelt 

2 Verfahren nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, daB als chaotropes Reagens Harnstof f In einer 
Konzentration von 6 - 8 molar, bezogen auf die Gesamtmenge, eingesetzt wird. 

3 Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB als chaotropes Reagens Natriumthiocyanat 
in einer Konzentration von 1- 2 molar, bezogen auf die Gesamtmenge, eingesetzt wird. 

4 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, da&das chaotrope Reagens nach 
der Behandlung durch Dialyse, Diafiltration Oder Gelpermeationschromatographie entfernt w.rd. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man das biologjche . Oder 
» biogene Material vor der Behandlung mit dem chaotropen Reagens - gegebenenfalls nach Verdunnung 

mH pyrogenfreiem. sterilem Wasserauf einen pH-Wert von etwa 6,5 einstellt und etwa 1 g^ e.nes Deter- 
gens, insbesondere eines anionischen Detergens, zusetzt 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadumh gekennzeichnet daB man als Detergens ein Alkylsulfet Oder ein De- 
55 rival davon. vorzugsweise Natriumlaurylsulfat, und/oder ein Sarcosinaf, vorzugswe.se Natnum-(N-lau- 

roylsarcosinat) und/oder ein Alkylsulfonat Oder ein Derivat davon einsetzt 

7. Verfahren nach Anspruch 5 Oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB man den pH-Wert durch Zugabe ver- 
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dunnter Satzsaure einstellt. 

Verfahren nach einem der AnsprQche 5 bis 7. dadurch gekennzeichnet, daft man zusfitzlich zu dem De- 
tergens 8 - 10 VoL-% Methyl- oder Ethyialkohol zusetzt 

Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 8. dadurch gekennzeichnet, daB man nach Zufugen des De- 
tergens und gegeben entails des Mett^ oder Ethylalkohols das biologische oder biogene Material unter 
Ruhren langsam auf etwa 70°C erhilzt und bei dieser Temperatur mindestens 15, vorzugsweise etwa 30 
min weiter ruhrt, wonach man es rasch abkuhlt, auf einen pH von 4 bis 4.2 ansauertund die ausgefallten 
Globuline abtrennL 
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(g) Verfahren zur InaktMerung von Prionen. 

{57) Es sollen Prionen, Wen und andere infekti- 
ose Agentlen, die In biologlschen oder bioge- 
nen MateriaJien, z.B. in einem Plasma oder 
Serum, aus dem Albumin gewonnen wird, yor- 
handen sind, eliminiert werden, ohne das biolo- 
gische Material zu beeintrachtigen. Dazu wird 
das biologische oder biogene Material erfin- 
dungsgemaR mit einem chaotropen Reagens, 
z.B. mit Harnstoff oder Natriumthiocyanat, etwa 
18 Stunden behandelt. Zuvor kann ein Deter- 
gens, z.B. Natriumlaurylsulfat, sowie metfiyl- 
oder Ethytalkohol zugesetzt werden und die 
Ldsung etwa 30 min auf etwa 70°C erhitzt wer- 
den. Nach Abkflhlung und Ansfiuern lassen stch 
die Globuline abtrennen. 
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